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RESUMEN.  Por las ventajas reportadas con la ozonoterapia y la importancia
de desarrollar investigaciones preclínicas que contribuyan a esclarecer sus
mecanismos de acción, se realizó un estudio de la acción del aceite de girasol
ozonizado (OLEOZON) sobre la cicatrización de heridas de piel en 60 ratones
isogénicos machos, adultos, línea  Balc-C. A cada animal se le produjo una
herida perforante de aproximadamente 1 mm de diámetro, mediante un trócar,
en la zona central de ambos pabellones auriculares. Posteriormente, se divi-
dieron en dos grupos de 30 cada uno: Grupo Control, a cuyos animales se les
aplicó localmente aceite de girasol en la herida, diariamente durante 7 d y
Grupo Ozono, a cuyos animales se les aplicó de igual forma OLEOZON. Se
sacrificaron tres animales de cada grupo a las 24 h y a los 2, 3, 5, 7, 10, 14, 21, 28
y 32 d . Se realizaron mediciones del diámetro y el área de la herida, utilizando
para ello el sistema Morfométrico con empleo de la computación COMSDI-
PLUS. Las muestras se incluyeron en parafina y se colorearon con hematoxilina
y eosina para realizar estudio histológico sobre el desarrollo de las fases del
proceso. Se observó que la utilización del OLEOZON en la cura local de heri-
das de piel, no modifica la secuencia general de los fenómenos que se produ-
cen durante la cicatrización de dichas lesiones y los indicadores evaluados
tuvieron valores inferiores en el grupo tratado con ese producto, lo que habla
de su acción favorecedora de la cicatrización.

ABSTRACT.  Due to the advantages reported with ozone therapy and the im-
portance of carryng out preclinical investigations which contribute to make
clear its action mechanism, a study of the action of ozonized sunflower oil
(OLEOZON) on the healing of skin wounds in 60 adult isogenic line Balc-C
male mice was performed. A piercing wound of about 1 mm in diameter in the
central ozone of both auricular chambers was made to each animal. The ani-
mals were divided into two groups. Control group: sunflower oil was applied
daily in the wound for 7 d; and Ozone group: OLEOZON was applied daily in
the wound. Three animals from each group were killed within the next 24 h
and in days 2, 3, 5, 7, 10, 14, 21, 28 and 32. Measurements of the diameter and
superficial area wound were taken on each animal once it was killed using the
morphometric computing system as well as COMSDI-PLUS. The samples were
processed later with paraffine technique and were dyed with hematoxilline
and eosine to carry out the histological study concerning the development  of
the phases of the healing process. Results show that OLEOZON used for the
local cure of skin wound does not modify the general sequence of phenomena
produced during the healing of those lesions, and the measurements taken
had lower values in the group cured with this product, which speaks by itself
of its action favoring healing.

INTRODUCCION
Las primeras aplicaciones del

ozono con fines socialmente útiles se
remontan a finales del siglo pasado,
cuando se desarrollaron trabajos
para el tratamiento de aguas, aten-
diendo a la alta capacidad desinfec-
tante que este gas posee.

En el campo de la Medicina, se
utilizó por primera vez con fines te-
rapéuticos, para la curación de heri-
das y fisuras, durante la Primera
Guerra Mundial.1 A pesar de haber
tenido hasta el momento diversos
usos, existen proporcionalmente
pocos estudios de las bases biológi-
cas de la ozonoterapia, lo cual ha cau-
sado que la experiencia clínica al res-
pecto, aunque vasta, se ha manteni-
do limitada.2

Se ha postulado que los mecanis-
mos de acción del ozono están rela-
cionados con la generación de pro-
ductos secundarios en su selectiva
interacción con los dobles enlaces
carbono-carbono de los compuestos
orgánicos que se encuentran presen-
tes en el plasma y en las membra-
nas celulares.3 Como los ácidos
grasos poliinsaturados se encuen-
tran en un elevado porcentaje en los
fluidos y estructuras celulares del or-
ganismo, la reacción del ozono con
éstos genera peróxidos orgánicos y
ozónidos.4 Los cuales en cantidades
adecuadas y controladas ejercen ac-
ciones biológicas que le confieren al
ozono un conjunto de propiedades
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terapéuticas, entre las que se desta-
can: mejora del metabolismo del oxí-
geno, modulación del estrés oxida-
tivo biológico,  intervención en la li-
beración de autacoides,   modulación
inmunológica, regulación metabóli-
co y acción germicida de amplio es-
pectro.5, 6

Este análisis, unido a la valora-
ción de las etapas del proceso de ci-
catrización de heridas y a los meca-
nismos, tanto inmunológicos como
de división celular involucrados en
cada una de dichas etapas funda-
menta la posibilidad de una acción
favorecedora del ozono sobre los pro-
cesos de reparación tisular en heridas.

Cuba cuenta con un programa
nacional de ozonoterapia, jerarqui-
zado por el Centro de Investigacio-
nes del Ozono y entre sus objetivos
está elevar la calidad de este proce-
dimiento médico y desarrollar inves-
tigaciones que respondan a proble-
mas importantes de la Medicina y
que puedan resolverse mediante la apli-
cación de la terapéutica con ozono.7

Esto, unido a la necesidad de de-
sarrollar investigaciones preclínicas
que contribuyan a esclarecer los me-
canismos de acción del ozono en sus
diferentes usos médicos, fundamen-
ta el interés en realizar un estudio
acerca de la acción que tiene el acei-
te de girasol ozonizado  (OLEOZON,
Centro de Investigaciones del Ozo-
no, Ciudad de La Habana), sobre el
proceso de cicatrización de heridas
de piel en animales de experimen-
tación y sobre el cual se han repor-
tado buenos resultados en diferen-
tes usos.8-11

MATERIALES  Y METODOS

Se realizó un estudio preclínico
experimental en 60 ratones isogéni-
cos machos, adultos, línea  Balc-C y
con peso entre los 25 y 30 g .

A las 6:00 pm a cada animal se le
produjo una herida perforante con
pérdida de tejidos de aproximada-
mente 1 mm de diámetro, mediante
un trócar, en la zona central de am-
bos pabellones auriculares.

Los animales fueron divididos en
dos grupos, de 30 ratones cada uno:

Grupo Control: Se le aplicó local-
mente en al herida aceite de girasol,
diariamente durante 7 d .

Grupo Ozono: Se le aplicó de
igual forma OLEOZON (aceite de gi-
rasol ozonizado) localmente a nivel de
la herida durante el mismo tiempo.

Se sacrificaron tres animales de
cada grupo a las 24 h y a los  2, 3, 5, 7,
10, 14, 21, 28, y 32 d .

Se realizaron mediciones del diá-
metro y del área de la herida en cada

animal una vez sacrificado, utilizan-
do para ello microscopio estereoscó-
pico y el sistema morfométrico con
el empleo de la computación
(COMSDI -PLUS).

Para el cálculo del diámetro y del
área se hicieron en cada animal cin-
co mediciones de cada indicador y
se promediaron posteriormente los
resultados. Igualmente se procedió
con los tres animales sacrificados del
mismo grupo en cada uno de los mo-
mentos de la serie cronológica refe-
rida para la toma de muestra.

Las muestras se procesaron pos-
teriormente por la técnica de la pa-
rafina y se hicieron cortes seriados,
longitudinales de la región de la he-
rida del pabellón auricular derecho
con un grosor aproximado entre 7 y
8 µm . La s muestras fueron colorea-
das con hematoxilina y eosina.

Se realizó estudio cualitativo de
las láminas histológicas, en el que se
valoró el desarrollo de las fases del
proceso de cicatrización.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se comprobó que en el grupo de
animales cuyas heridas fueron tra-
tadas con OLEOZON, los valores de
ambos indicadores morfométricos
(diámetro de la perforación y el cál-
culo de su área) fueron inferiores a
partir de las 72 h (con excepción de
la muestra tomada a los 21 d de la
lesión). El valor medio del diámetro
de ésta durante el tiempo del expe-
rimento fue de 1,45 mm para el gru-
po Control y de 1,23 mm para el grupo
tratado con OLEOZON (Tabla 1).

Al calcular el área promedio de la
perforación realizada en el pabellón
auricular, para el total de días de la
experiencia, se obtuvo un valor medio
para el el grupo Control de 1,65 mm2,
mientras que para el grupo OLEO-
ZON de 1,18 mm2  (Tabla 2).

A las 24 h se observó en el tejido
de todo el pabellón auricular la apa-
rición de congestión vascular, dada
por la presencia de vasos sanguíneos
con gran cantidad de hematíes y(o)
leucocitos en su interior, así como
por cambios en las características de
las células endoteliales, pues sus nú-
cleos se tornaron ovales y de colora-
ción más clara que la habitual de una
célula endotelial en reposo.

De igual forma, a las 24 h, en los
dos grupos de estudio se observaron
abundantes leucocitos polimorfonu-
cleares en los vasos sanguíneos y en
el tejido conectivo adyacente a la
zona de la herida, sitio donde alcan-
zaron grandes proporciones desde
las 24 h y hasta los 10 d, después de
lo cual disminuyeron aunque man-
teniéndose en menores proporciones
en la zona proximal a la herida du-
rante todo el resto del tiempo estu-
diado. Se observó que los leucocitos
migraron en grandes cantidades ha-
cia los bordes de la herida para orga-
nizar a este nivel la barrera leucoci-
taria defensiva que también, se pudo
apreciar en los animales sacrificados
a la 24 h, la que se mantuvo poste-
riormente hasta desprenderse junto
con la costra, lo cual ocurrió alrede-
dor de los 5 d en ambos grupos.

Tabla 1. Diámetro promedio de las
heridas en los animales de ambos gru-
pos.

Tiempo Grupo

  (d) Control OLEOZON

Diámetro promedio (mm)

  1 1,51 1,56

  2 1,58 1,65

  3 1,58 1,42

  5 1,97 1,18

  7 1,82 1,30

10 1,66 1,42

14 1,09 0,88

21 1,04 1,27

28 1,04 0,91

32 1,20 0,74

X 1,45 1,23

Tabla 2. Area promedio de las heridas
en los animales de ambos grupos.

Tiempo Grupo

  (d) Control OLEOZON

Area promedio (mm2)

  1 1,77 1,92

  2 1,96 1,77

  3 1,95 1,10

  5 2,73 1,18

  7 2,40 1,33

10 2,11 1,27

14 0,88 0,52

21 0,85 1,27

28 0,76 0,64

32 1,09 0,40

X 1,65 1,18
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Un comportamiento similar a los
polimorfonucleares, aunque en un
tiempo posterior, tuvieron los leuco-
citos mononucleares.

Es importante destacar que la in-
tensidad de la reacción inflamatoria
a nivel de los tejidos adyacentes a la
lesión, dado por la concentración de
leucocitos en el tejido, fue superior
en los animales del grupo curado con
OLEOZON, en comparación con el
grupo control.

Inicialmente, se observó en los
dos grupos que algunas células epi-
dérmicas adyacentes al borde de la
herida sufrieron degeneración, pero
ya a las 48 h se pudo apreciar clara-
mente el proceso de re-epitelización
de los bordes de la herida. El proce-
so fue avanzando desde ambas su-
perficies lesionadas hacia la zona
central del pabellón auricular ocupa-
da por el cartílago, hasta que alrede-
dor de las 72 h ya había ocurrido la
fusión de ambos brotes epiteliales;
en los animales tanto del grupo con-
trol como los tratados con OLEO-
ZON.

Al mismo tiempo que ocurría la
fusión de los brotes epiteliales, el epi-
telio de nueva formación de las dos
superficies, que inicialmente poseía
una sola capa de células se fue
estratificando, apareciendo ya a las
72 h en los dos grupos. Se observó
una capa superficial de células apla-
nadas en las cuales se comenzaron a
apreciar gránulos a partir del quinto
día. Aproximadamente a las 48 h co-
menzó a observarse la queratina en
la superficie del epitelio, que cubrió
el borde de la herida en ambas su-
perficies. Inicialmente la queratina
resultó inmadura o para-queratina,
pero ya a los 10 d para los dos gru-
pos era madura u ortoqueratina.

El tejido epitelial de nueva forma-
ción a nivel del borde de la herida,
aumentó progresivamente de grosor,
superando en ambos grupos el del
epitelio característico del tejido no
lesionado. Llama la atención que el
engrosamiento del epitelio, tanto del
borde de la herida, como en las zo-
nas adyacentes fue mayor en el gru-
po tratado con OLEOZON en com-
paración con el grupo Control, aun-
que en etapas posteriores dicha ca-
racterística epitelial recupera norma-
lidad.

Simultáneamente con los aspec-
tos descritos sobre el desarrollo del
proceso inflamatorio inicial de la ci-
catrización y a la reparación epitelial,
en el tejido conectivo ocurren cam-
bios importantes. Inicialmente, des-
de las 24 h, se aprecia en los dos gru-
pos una disminución considerable

de la intensidad de coloración de di-
cho tejido, esto representa funda-
mentalmente la dispersión de la sus-
tancia intercelular por el aumento de
la cantidad de líquido en los espacios
extracelulares (edema). Posterior-
mente, después del séptimo día, en
ese tejido conectivo comienza a au-
mentar en forma considerable la can-
tidad de células fibroblásticas, cuyos
núcleos inicialmente se observan dis-
puestos desordenadamente, pero lue-
go se orientan en sentido longitudi-
nal a la superficie epitelial. A partir
del décimo día, tanto en el grupo Con-
trol como en el curado con OLEO-
ZON, comienza a avanzar nuevo teji-
do conectivo desarrollado entre la lí-
nea de sección del cartílago y el epi-
telio de nueva formación en el borde
de la herida. A los 21 d de evolución
de la herida, en ambos grupos se apre-
cia crecimiento del tejido cartilagino-
so seccionado en la herida.

Los resultados permitieron afir-
mar que la utilización del OLEOZON
para la cura local de heridas de piel,
no modifica la secuencia general de
los fenómenos que se producen du-
rante la cicatrización de dichas lesio-
nes.

Con relación al proceso inflama-
torio inicial de la cicatrización se
pudo apreciar, al comparar lo ocurri-
do en los dos grupos estudiados, que
no se modificó en cuanto a secuen-
cia de acontecimientos, sin embargo,
en cuanto a la intensidad, fue supe-
rior en los tejidos del grupo de ani-
males curados con OLEOZON. Al
respecto se debe significar que en hu-
manos, ha sido establecido que cor-
tos períodos de exposición al ozono
por vía inhalatoria producen aumen-
to de las células y los mediadores de
la inflamación, junto a otros efectos
biológicos12-14 y que en los fluidos ob-
tenidos mediante lavado broncoal-
veolar en humanos expuestos al ozo-
no por vía respiratorio muestran un
incremento en el infiltrado de neu-
trófilos.12 Junto a ello, se ha reporta-
do que el daño que causa el gas cuan-
do es inhalado, está relacionado con
la liberación del ácido araquidónico
de la membrana celular, lo que con-
diciona una elevación en los leuco-
trienos que son iniciadores de la qui-
miotaxis, razón por la cual, los neu-
trófilos son atraídos hacia el tejido
pulmonar.15 Los mecanismos de ac-
ción del aceite ozonizado son diferen-
tes a los del ozono inhalado. Además,
se ha demostrado la inocuidad del
OLEOZON en ensayos preclínicos de
irritabilidad dérmica y oftálmica, es-
tudios de toxicidad aguda y ensayos
de mutagenicidad y teratogenici-

dad.16-18  A pesar de ello,  es necesa-
ria su utilización en dosis adecua-
das y controladas5,6  y por vías no da-
ñinas al organismo, pues de esta for-
ma, no se producen reacciones ad-
versas,19 ni daño genotóxico20 y se
pueden obtener efectos beneficio-
sos, como es el caso aquí estudiado
sobre el proceso de cicatrización.

Los hallazgos histológicos, uni-
do a lo observado en las mediciones
realizadas en las heridas, hablan a
favor de una acción estimuladora
del OLEOZON sobre el proceso de
fibroplasia, es decir que su funda-
mental efecto en la cicatrización
(además de lo ya referido sobre la
etapa inflamatoria) ocurre sobre el
tejido conectivo y sus componentes,
aspecto que requiere ser estudiado
con mayor profundidad.

CONCLUSIONES

El OLEOZON no modifica la se-
cuencia general de los fenómenos
que se producen durante la cicatri-
zación de dichas lesiones.

Se demostró que el OLEOZON
tiene una  acción favorecedora de la
cicatrización.
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